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論文内容要旨
 【目的】
 インスリン非依存型糖尿病(NIDDM)モデル動物にサイトカイン誘起作用のある免疫賦活剤
 によって非特異的免疫刺激を与えると有意な耐糖能改善が観察されることが既に報告されている。
 しかし,NIDDMの治療における免疫賦活剤投与の意義と作用機構は不明である。これらを明ら
 かにすることが目的である。
 【方法】
 本研究では,免疫刺激剤としてフロインドの完全アジュバント(CFA)を,肥満・インスリ
 ン抵抗性を特徴とするNIDDMモデル動物であるKK-Ayマウスに投与し,耐糖能・長期血糖コ
 ントロール・血液因子・糖尿病性合併症に対する影響を観察した。さらに,その機序を解析する
 ことによりNIDDM治療における免疫賦活剤投与の意義を検討した。作用機序の解析には,細
 胞移入とサイトカイン中和実験,更には一酸化窒素(NO)の関与を疑い,NO合成酵素阻害剤
 による介入や肝臓・筋肉におけるcGMP量の検討も行った。
 【結果】
 CFA50μ1の単回投与はNIDDMモデル動物KK-Ayマウスの耐糖能を改善し,その効果は1
 ～2週間持続した。CFAを毎週または隔週投与することによって実験期間中(3カ月間)良好
 な血糖コントロールが持続できた。3カ月間CFAを投与したマウスでは,対照マウスに比して,
 体重増加の抑制,血液因子では高中性脂肪血症,高血糖の有意な改善を認め,組織学的には脂肪
 肝・腎糸球体病変の進行抑制が認められた。しかし,栄養状態の指標の血清蛋白,肝機能や腎機
 能の指標のGPT,クレアチニン値には変化はなかった。また,血清インスリン値や膵島組織に
 も変化はみられなかった。食事制限対照との比較から,これらの効果が単なる体重増加抑制によ
 るものではないと考えられた。
 CFAの投与はKK-Ayマウスの糖尿病に有益と考えられたので,CFAによる耐糖能改善の作
 用機序を解析することを試みた。CFA50μ1を週1回2週間投与した後,糖負荷後インスリン分
 泌反応では有意差を認めなかったが,インスリン負荷試験では,血糖降下度が有意に改善してい
 た。すなわち,インスリン抵抗性の改善が示唆された。次に,CFAはサイトカイン誘起剤であ
 ることから,サイトカインの役割を観察するために,マウスに抗体を投与してサイトカインの中
 和を試みた。その結果,インタ一口イキンー1(IL-1)α,βの単独中和ではCFAによる耐糖能
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 改善の部分的かつ有意な,IL-1α&βの同時中和あるいは腫瘍壊死因子(TNF)αの単独中和
 では,耐糖能改善の完全阻止を認めた。さらに,IL-1やTNFによって一酸化窒素(NO)が誘
 導されることから,耐糖能改善におけるNOの役割を検討した。NO合成酵素阻害剤L-N一モノメ
 チルアルギニン(NMMA)の前投与でCFAの耐糖能改善効果は有意かつ部分的に阻止された。
 糖尿病マウスのKK-Ayマウスでは肝臓・筋肉・腎臓でcGMP産生が有意に低下していたが,C
 FA50μ1を週1回1カ月間投与したマウスでは,肝臓・筋肉において部分的ではあるが,有意な
 改善を認めた。
 【結論】
 CFAの長期間欠投与はNIDDMモデル動物KK-Ayマウスの耐糖能異常・高血糖を改善し,
 体重増加を抑制し,脂肪肝・糸球体病変の進展を抑制した。その作用機序はインスリン抵抗性の
 改善によるものと考えられた。CFAによるインスリン抵抗性の改善には,サイトカインIL-1や
 TNFαの誘導が必須であり,それによって誘導され得るNOが肝臓・筋肉において耐糖能改善
 に関与しているものと考えられた。
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 審査結果の要旨
 インスリン非依存型糖尿病(NIDDM)はインスリン分泌不全:とインスリン抵抗性を特徴とす
 る遺伝性の強い疾患であるが,その成因は十分には明らかにされていない。著者らは以前,免疫
 賦活剤によって非特異的免疫刺激を与えるとNIDDMモデル動物の耐糖能が有意に改善される
 ことを報告した。しかし,その治療的意義と作用機構は不明であった。本研究ではこれらを明ら
 かにするために,(1)NIDDMモデルとして肥満・インスリン抵抗性を有するKK-Ayマウスを,
 また,免疫賦活剤としてフロインドの完全アジュバント(CFA)を用いて,免疫賦活剤の
 NIDDM治療効果を検討し,さらに,(2)その機序を解析した。
 CFAは50μ1の車回投与で耐糖能の改善が認められ,その効果は1～2週間持続した。CFA
 を毎週投与することによって実験期間中(3ヵ月間)良好な血糖コントロールが持続できた。3
 カ月間CFAを投与したマウスでは,対照マウスに比して,体重の増加抑制,血液因子では中性
 脂肪,血糖の有意な改善を認め,組織学的には脂肪肝・腎糸球体病変の進行抑制が認められた。
 血清蛋白,インスリン値や膵島組織には変化はみられなかった。食事制限対照との比較から,こ
 れらの効果が単なる体重増加抑制によるものではなかった。CFA投与に特別な毒性は認められ
 なかった。これらの結果は,免疫賦活剤投与がMDDMの血糖を長期にコントロールし,糖尿
 病性合併症を抑制することを示している。
 次に著者はCFAの作用機構を解析した。CFA50μ1を週1回2週間投与した後の,ブドウ糖
 負荷時インスリン分泌反応では有意差を認めなかったが,インスリン負荷試験では血糖降下度が
 有意に改善していた。サイトカイン中和実験では,インターロイキンー1(IL-1)α,βあるい
 は腫瘍壊死因子(TNF)αの単独中和によってCFAによる耐糖能改善の部分的かつ有意な阻止
 を,IL-1α&βの同時中和によって完全な阻止を認めた。一酸化窒素(NO)合成酵素阻害剤
 (5㎎/㎏)の前投与でCFAの耐糖能改善効果は有意かつ部分的に阻止された。正常マウスに比
 較して,KK-Ayマウスでは肝臓・筋肉・腎臓でcGMP産生が有意に低下していたが,CFA50μ1
 を週1回1カ月間投与したKK-Ayマウスでは,肝臓・筋肉において部分的ではあるが,有意な
 改善を認めた。これらから,CFA投与によるKK-Ayマウスの耐糖能改善機序の一部は,IL-1,
 TNFαやNOの誘導によるインスリン抵抗性の改善によるものと考えられた。
 以上から,免疫賦活剤投与はIL4やNOの誘導を介してKK-Ayマウスの血糖コントロール
 を改善し,糖尿病性合併症を抑制することが初めて明らかになった。これら結果はMDDMの
 未知の成因や新しい治療法の開発に多くの示唆を与えるものであり,学位に十分値するものであ
 る。
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